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摘要　根据梭鱼ＩＬ－２２ｃＤＮＡ序列设计特异性引物，从梭鱼脾脏中扩增ＩＬ－２２用于表达片段，连接至载体
ｐＵＣ５７。分别以ＢａｍＨⅠ和ＫｐｎⅠ对含有目的基因的质粒和ｐＱＥ－３０进行酶切，连接并转化到大肠杆菌 Ｍ１５
中，以ＩＰＴＧ进行诱导表达。表达产物通过Ｎｉ－ＮＴＡ亲和层析进行纯化。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对表达产物进行鉴定。
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ显示该ＩＬ－２２表达质粒经ＩＰＴＧ诱导后，ＩＬ－２２重组蛋白主要在菌体培养上清中表达。通过优化蛋白
表达及纯化方法，成功获得了梭鱼ＩＬ－２２活性蛋白。
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　　白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－２２，又称ＩＬ－１０相
关的 Ｔ 细胞衍生的可诱导因子 （ＩＬ－１０ｒｅｌａｔｅｄ
Ｔ　ｃｅｌ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　ｆａｃｔｏｒ，ＩＬ－ＴＩＦ），由 Ｄｕ－
ｍｏｕｔｉｅｒ等［１］用ＩＬ－９刺激的Ｔ淋巴细胞瘤细胞中得
到。ＩＬ－２２主要由活化 Ｔ 细胞、ＮＫ（ｎａｔｕｒｅ　ｋｉｌｅｒ）
细胞、肥大细胞、Ｂ 细胞及嗜酸性粒细胞分泌［２］。
ＩＬ－２２能够诱导ＢＤ－１（β－ｄｅｆｅｎｓｉｎ－１）、Ｓ１００Ａ７（ｐｓｏｒ－
ｉａｓｉｎ）、Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９等抗炎基因及抗菌蛋白
ＲｅｇＩＩＩβ、ＲｅｇＩＩＩγ、ｌｉｐｏｃａｌｉｎ－２及一氧化氮合酶（ｉＮ－
ＯＳ）的表达［３－６］，提示哺乳类ＩＬ－２２在炎症反应及细
菌免疫中具有重要的免疫调节作用。
然而，直到近年才有低等脊椎动物ＩＬ－２２基因
的相关报道。２００６年，Ｉｇａｗａ等［７］首次在斑马鱼中
发现了ＩＬ－２２基因，发现斑马鱼ＩＬ－２２与哺乳类
ＩＬ－２２具有相同的基因组结构（５个外显子／４个内含
子）。Ｑｉ等［８］报道了两栖类模式动物非洲爪蟾ＩＬ－
２２基因，该基因与人和斑马鱼的相似性分别为
４０．６％和１４．１％。但目前关于鱼类ＩＬ－２２的研究多
局限在基因克隆及表达分析上，关于ＩＬ－２２对下游
基因的表达调控的研究相对较少。获得某些基因的
活性蛋白，能够在蛋白质水平上对某些基因的功能
进行阐述。真核表达系统操作流程相对复杂、价格
昂贵。因此，构建合适的原核表达载体，通过优化表
达及纯化方法来获得ＩＬ－２２蛋白，对于深入研究某
些基因的功能具有重要的意义。
梭鱼（Ｌｉｚａ　ｈａｅｍａｔｏｃｈｅｉｌａ），为鲻科鱼类，肉细
味美、营养丰富，是我省沿海地区重要的经济鱼类之
一。梭鱼具有广盐、广温性及食性广、食物链短、生
长快等优点。随着梭鱼人工育苗和淡化放养技术的
研究成功，梭鱼已成为淡水养殖尤其是沿海滩涂的
重要养殖对象［９］。正是由于梭鱼良好的经济和食用
价值，国际生物学计划海洋生产力组（ＩＢＰ／ＰＭ）与
联合国粮农组织一起将梭鱼等鲻科鱼类的研究列为
国际生物学的研究课题之一。笔者在前期克隆获得
梭鱼ＩＬ－２２ｃＤＮＡ全长序列的基础上，构建原核表
达质粒，通过改良蛋白纯化及洗脱的方法，获得了梭
鱼ＩＬ－２２活性蛋白，旨在为深入研究低等脊椎动物
ＩＬ－２２的生物学活性奠定基础。
１　材料与方法
１．１　所需溶液、培养基及缓冲液
Ｋ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ溶液（１Ｌ）：含Ｋ２ＨＰＯ４１２５．４ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４２３．１ｇ，ｐＨ　６．８，高压蒸汽灭菌（１２６℃，１５
ｍｉｎ）。
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ＴＢ培养基（１Ｌ）：蛋白胨１２ｇ；酵母抽提物
２４ｇ；甘油４ｍＬ，灭菌后加入１００ｍＬ　Ｋ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
溶液。
裂解缓冲液（Ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ，ＬＢ）（１Ｌ）：Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
５０ｍｍｏｌ／Ｌ；ＮａＣｌ　５ｍｍｏｌ／Ｌ；ＭｇＣｌ２５ｍｍｏｌ／Ｌ；β－
巯基乙醇５ｍｍｏｌ／Ｌ；甘油２０％；ＮＰ－４０　０．１％；加入
咪唑至２ｍｍｏｌ／Ｌ，调节ｐＨ 至８．０，过滤除菌。
漂洗缓冲液－１（Ｗａｓｈｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ－１，ＷＢ－１）：在
ＬＢ溶液中加入咪唑浓度至２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 为８．０。
漂洗缓冲液－２（Ｗａｓｈｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ－２，ＷＢ－２）：Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ　２０ ｍｍｏｌ／Ｌ；ＮａＣｌ　１００ ｍｍｏｌ／Ｌ；ＫＣｌ　１００
ｍｍｏｌ／Ｌ；ＭｇＣｌ２５ｍｍｏｌ／Ｌ；β－巯基乙醇５ｍｍｏｌ／Ｌ；
甘油２０％；ＮＰ－４０　０．１％；加入咪唑至５０ｍｍｏｌ／Ｌ，
调节ｐＨ 至７．５，过滤除菌。
漂洗缓冲液－３（Ｗａｓｈｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ－３，ＷＢ－３）：在
ＷＢ－２溶液中加入咪唑浓度至１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 为
７．５。
洗脱缓冲液－１（ＥＢ－１）：Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　２０ｍｍｏｌ／Ｌ；
ＮａＣｌ　１００ ｍｍｏｌ／Ｌ；ＭｇＣｌ２ ５ ｍｍｏｌ／Ｌ；ＫＣｌ　１００
ｍｍｏｌ／Ｌ；β－巯基乙醇５ｍｍｏｌ／Ｌ；甘油２０％；ＮＰ－４０
０．１％；加入咪唑至２５０ｍｍｏｌ／Ｌ，调节ｐＨ 至７．５，
过滤除菌。
洗脱缓冲液－２（ＥＢ－２）：在ＥＢ－１溶液中加入咪唑
浓度至５００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 为７．５。
１．２　梭鱼ＩＬ－２２基因原核表达载体的构建
根据梭鱼ＩＬ－２２ｃＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＪＦ９６０５２４） 设 计 特 异 性 引 物 Ｅｘ ＿２２Ｆ：
ＧＧＡＴＣＣＣＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＴＣＡＡＣ（含有ＢａｍＨⅠ
酶切位 点）和 Ｅｘ＿２２Ｒ：ＧＧＴＡＣＣＴＣＡＣＴＧＡＴ－
ＴＣＴＴＣＴＴＣ（含有ＫｐｎⅠ酶切位点），以梭鱼脾脏
ｃＤＮＡ为模板扩增目标序列。ＰＣＲ 反应条件为：
９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，３５个
循环；７２℃１０ｍｉｎ。琼脂糖凝胶电泳检测，回收纯
化目的片段。之后将目的片段克隆至ｐＵＣ５７载体
上，转化大肠杆菌 Ｍ１５。提取质粒，以ＢａｍＨⅠ和
ＫｐｎⅠ对目的序列和ｐＱＥ－３０质粒分别进行双酶
切，３７℃ 过夜。将酶切产物进行连接（１６℃，过
夜），１０μＬ连接体系包括：６μＬ　ｘｅＩＦＮ－λ１ｃＤＮＡ酶
切产物，２μＬ　ｐＱＥ－３０酶切产物，１μＬ　１０×Ｔ４ｌｉｇ－
ａｓｅ　ｂｕｆｆｅｒ，１μＬ　Ｔ４ＤＮＡ连接酶。连接产物转化
大肠杆菌 Ｍ１５感受态细胞，ＰＣＲ筛选重组克隆，测
序检查有无移码或突变。
１．３　梭鱼ＩＬ－２２重组蛋白表达检测
测序正确的表达菌株按照１∶１００接种于１０
ｍＬ含卡那霉素（５０μｇ／ｍＬ）和１００μｇ／ｍＬ氨苄青
霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｉｎ，Ａｍｐ）的ＬＢ培养液中，３０℃２００
ｒ／ｍｉｎ培养至菌液Ｄ６００为０．４～０．６。取出１ｍＬ菌
液分别作为阴性对照，剩余菌液加入终浓度为０．２
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，然后继续以上述条件进行培养。
培养３ｈ后，取出１ｍＬ作表达分析。为了检测融合
蛋白的表达形式，另外取出诱导后的重组质粒菌液
２ｍＬ，离心收集菌体，用２００μＬ　ＰＢＳ重悬，超声波
处理（１５Ｗ，超声１０ｓ，间隔１０ｓ）２０ｍｉｎ。破碎产物
于４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ收集上清，沉淀
用１００μＬ的ＰＢＳ重悬。表达产物用变性不连续
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析。
１．４　梭鱼ＩＬ－２２重组蛋白的纯化
扩大培养５００ｍＬ表达菌液，收集的菌液用裂
解缓冲液（ＬＢ）重悬（每１００ｍＬ菌液加入１ｍＬ裂
解溶液），４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ离心收菌，
超声波破碎（１５Ｗ，超声１０ｓ，间隔１０ｓ）２０ｍｉｎ，
４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上清。将 Ｎｉ－
ＮＴＡ树脂加到蛋白纯化重力柱中，加入６００μＬ　ＬＢ
溶液进行平衡纯化柱。将细胞裂解上清液加到纯化
柱中，于冰上静置３０ｍｉｎ后，流出液相，收集流出
液。重新将流出的液体上柱，重复过柱１次并收集
流出液备用。依次加入 ＬＢ（５ｍＬ）、ＷＢ－１、ＷＢ－２
和 ＷＢ－３进行漂洗（每个 ＷＢ溶液重复５次，每次
５ｍＬ）；然后加入 ＥＢ－１和 ＥＢ－２（每个溶液重复３
次，每次１ｍＬ），对所收集的溶液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳检测。
２　结果与分析
２．１　梭鱼ＩＬ－２２诱导表达检测
采用特异性引物Ｅｘ＿２２Ｆ和Ｅｘ＿２２Ｒ，以梭鱼脾
脏ｃＤＮＡ为模板，扩增到约４６２ｂｐ与预期长度一致
的特异性条带，经过测序验证是梭鱼ＩＬ－２２。分别
以ＢａｍＨⅠ和ＫｐｎⅠ对ＩＬ－２２和ｐＱＥ－３０进行双酶
切，酶切产物连接并转化大肠杆菌 Ｍ１５。经ＩＰＴＧ
诱导后３ｈ后，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳显示在１７ｋｕ处出
现了１条明显的新增蛋白条带，分子质量大小与预
计大小一致。对诱导表达细胞进行超声波破碎，检
测上清液和沉淀中ＩＬ－２２表达情况，结果显示ＩＬ－２２
在上清和沉淀中均有表达，但主要集中在上清中（箭
头所示，图１）。
３５７
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　１：未诱导的表达菌体 Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ　Ｍ１５ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｐＱＥ－３０－
ＩＬ－２２ｐｌａｓｍｉｄ；２：超声波破碎菌体沉淀Ｔｈｅ　ｓｅｄｉｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｍ１５ａｆｔｅｒ
ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；３：超声波破碎菌体上清 Ｓｕｐｅｒｎａｔｅ　ｏｆ
Ｍ１５ａｆｔｅｒ　ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍ：蛋白标记 Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋ－
ｅｒ．
图１　重组梭鱼ＩＬ－２２诱导表达的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析
Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｄｕｃｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＩＬ－２２ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ
２．２　重组蛋白的纯化
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳显示，在将含有ＩＬ－２２重组蛋
白的ＬＢ溶液加到 Ｎｉ－ＮＴＡ 树脂中，流出的液体中
并不含有ＩＬ－２２重组蛋白（图２）。在经过漂洗缓冲
液 ＷＢ１、ＷＢ２、ＷＢ３ 的漂洗后，以ＥＢ－１和ＥＢ－２溶液
对目的蛋白进行洗脱。结果显示，ＥＢ－１和ＥＢ－２溶
液均能将ＩＬ－２２重组蛋白从Ｎｉ－ＮＴＡ 树脂上洗脱，
而且洗脱的蛋白呈单一性，大小与ＩＬ－２２重组蛋白
预期大小一致（箭头所示，图２）。
　１：上柱流穿 Ｔｈｅ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｆｌｏｗ　ｔｈｅ　ｃｏｌｕｍｎ；２：ＥＢ－１洗脱Ｓｏｌｕ－
ｔｉｏｎ　ｗａｓｈｅｄ　ｂｙ　ＥＢ－１；３：ＥＢ－２洗脱 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｗａｓｈｅｄ　ｂｙ　ＥＢ－２；
Ｍ：蛋白质标记Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ．
图２　梭鱼ＩＬ－２２蛋白纯化的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ＩＬ－２２
２．３　重组蛋白质量浓度测定
以Ｎａｎｏ　Ｔｏｐ（Ｔｈｅｒｍａｌ）在２６０ｎｍ处检测纯化
蛋白吸光度，并换算成蛋白质的质量浓度。结果显
示，所纯化的蛋白质量浓度为０．１２ｍｇ／ｍＬ。进一
步以不同浓度的ＢＳＡ为参照，采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方
法验证了纯化蛋白纯度及浓度，结果显示，所纯化的
蛋白为单一条带，浓度与 Ｎａｎｏ　Ｔｏｐ所检测的质量
浓度一致（图３）。
图３　梭鱼ＩＬ－２２重组蛋白浓度检测
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ＩＬ－２２
３　讨　论
目前，对于低等脊椎动物ＩＬ－２２的研究主要集
中在基因克隆和表达分析上，而对于ＩＬ－２２功能的
研究则相对较少。Ｑｉ等［８］发现非洲爪蟾ＩＬ－２２在
ＬＰＳ和ＰｏｌｙＩ：Ｃ在脾脏和肠中呈上调表达。Ｍｏｎｔｅ
等［１０］制备了虹鳟ＩＬ－２２活性蛋白，检测了虹鳟ＩＬ－２２
的生物活性。结果显示，虹鳟ＩＬ－２２能够上调β－ｄｅ－
ｆｅｎｓｉｎ等多种抗菌肽表达。上述研究提示低等脊椎
动物的ＩＬ－２２可能与哺乳动物ＩＬ－２２具有相似的功
能，在炎症反应、免疫系统调控中发挥着重要的
功能。
笔者在已有梭鱼ＩＬ－２２ｃＤＮＡ 序列的基础上，
通过设计特异性引物扩增并克隆到４６２ｂｐ的梭鱼
ＩＬ－２２序列，构建了重组质粒ＩＬ－２２／ｐＱＥ３０，并转化
Ｍ１５表达菌株，经ＩＰＴＧ诱导，梭鱼ＩＬ－２２重组蛋白
在 Ｍ１５菌株中成功表达。进一步通过对细菌破碎
后的沉淀和上清中重组蛋白进行分析，发现重组
ＩＬ－２２主要存在于上清中，分子质量约为１７ｋｕ，表
明ＩＬ－２２重组蛋白并不是以包涵体形式存在，而是
以可溶蛋白的形式存在。采用Ｎｉ－ＮＴＡ树脂亲和层
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析纯化该重组蛋白，得到了质量浓度为 ０．１２
ｍｇ／ｍＬ的重组蛋白。为了保证获得蛋白的活性，本
研究并未使用尿素对重组蛋白进行纯化，而是采用
了较为温和的咪唑来进行重组蛋白的洗脱，这样就
保证了重组蛋白的生物学活性［１１］。该研究为深入
研究梭鱼ＩＬ－２２基因的功能奠定了基础，同时也为
获得鱼类乃至真核生物其他免疫基因的活性蛋白提
供了重要的借鉴。
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